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緒 主，ð.再開
核酸は生体を構成する重要な成分の一つである。天然の核酸には大別して DNA と RNA の二種類
が存在する。これら二者は互いに生体内での存在部位も，担っている役割も異なっている。 DNA と
RNA の化学構造上の相異点は，糖部 2' 位に水酸基が置換しているか否かということである。従って，
2 '位異換基の核酸の構造全体に及ぼす影響を考察するのは興味あることである。
今回演者は， 2' 位にアジド基，アミノ基，及びハロゲンを導入した 2' 置換ポリヌクレオチドを
合成し，その物理化学的性質，並びに生物活性に関する研究を行った。
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X=N3: poly(Az) 
NH2: poly(Aa) 
F : poly(Af) 
Cl : poly(Acl) 
Br : poly(Abr) 
Y =N3 : poly(Iz) 
F : poly(If) 
Cl: poly(Ic 1)
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本 壬ふ再開
第 l 章 ポリ( 2 'ーアジドー 2 'ーデオキシプリンヌクレオチド)の合成と性質
アジド基は電気陰性度は水酸基に似ており，その大きさは水酸基より大き Po 池原らにより 8 ， 2'-
Oーサイクロアデノシンを出発原料とし， 2' ーアジドー 2' ーデオキシアデノシン (Az) を合成するル
ートが開発された 110 Az は Fig. 1 のようにジリン酸化を行い， polynucleotide phosphorylase41 を
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Fig.l. 
用いて，ポリヌクレオチドとした。分離精製は Sephadex G-50ゲルロ過で行い， void volume に
溶出される poly (Az) , poly (I z) をえた。
poly (Az) は， 0.15 MNa イオン濃度 pH 7. O. 室温において Fig. 2 のような， UV. CD スペクト
ルを示す。これは poly (A) の UV. CD スペクトルによく似ている。 UV スペクトルは入 max 257nm 
UV absorption spectrum of poly (Az) at pH 7.0. CD spectrum of poly (Az) at pH 7.0. 
Fig.2 
で，分子吸光係数(ε) は 9780で，モノマーよりのhypochromicity は35%であった。 これは poly(A)
の hypochromicity と同じであり， poly (Az) は poly (A) と JliJ 干呈度の stacking をしていることが
判る。一方CD スペクトルの分子だ円率は poly (A) の60%程度であった。又， poly (Az) は poly (U) 
と 0.04 M Na イオン存在下 mixing すると 30分後の測定では 1 : 1 , 0.15 M Na イオン濃度， overｭ
night の測定では 1 : 2 の complex の形成が観測された。これらの complex の melting temperature 
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0.15 MNa イオン濃度で650C であり， poly (A) ・ poly0.04MNa イオン濃度で460C ，(Tm) は，
(U) complex の場合が51 0 ， 620 であるので，ほぼ同程度の熱的安定性を有している。
poly (lz) の 0.15 MNa イオン濃度， p H 7.0，室温でのUV ， CD スペクトルを Fig. 4 に示す。
225nm 付近に正の Cotton 効果があらわれるのに対して， poly (lz) ではほとんpoly (1) では 225，
poly (1)の CD スペクトルに0.95 MNa イオン濃度では，ど正の Cotton 効果はあらわれていない。
似ているが， peak が長波長側にシフトしており， Cotton 効果の amplitude も小さい o poly (1) 
7.0 でpH 0.15 M Na イオン存在下，比べてより flexible な構造をとっているものと思われる。
poly (l z) , poly (l z) と poly (C) の mixing を行うと， poly (lz) 50%のところに屈曲点がある。
= 1 : 1 complex の形成が観察された。この poly (lz). poly (C) complex の Tmを種々
この値を log10[Naつに対してプロットすると Fig. 7 のようになり，直線関[儲が
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の塩濃度で測定し，
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Fig.5 
成立する。いずれの Na イオン濃度においても， poly(I)・ poly(C) poly(dI) ・ poly(C) の中間の値であ
る。 このように poly(I z) は poly( C) との complex の安定性において， ribo 体と deoxy 体の中間
の性質を有していることが判った。このように， 2 位のアジド基は， poly (Az) においては水酸基と
同じ効果を有しているのに対して， poly(I引では若干の違いがあり， 分子全体に影響を与えているこ
とが判った。
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Fig. 6. Mixing exqeriment of poly( Iz) and poly( C) 
Fig. 7. Relationship of Na+ concentration and Tm of poly(Iz) 
poly(C) ( 一)， poly (1)・ poly(C) ( ーーーー ) and poly( dl) 
poly(C) (ーーーーー).
第 2 章 ポリ( 2 ，_ アミノー 2 'デオキシアデニル酸)の合成と性質
アミノ基の電気陰性度は水酸基と大きく異っているが，分子量はよく似ている。 poly(Aa) の合成の
基質となる AaDP は AzDP より接触還元によって合成し， polynucleotide phosphorylase による
重合反応，分離精製の後， 13% の収率で poly(Aa) を得た。 0.15 M Na イオン存在下250C の uv
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Fig. 8. UV absorption spectra of poly (Aa) ，一一 at pH 7.0, ---at 
pH 3. 
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スペクトルは Fig. 8 のようになる。 pH 7.0で加ax 258nm ，分子吸光係数11200であった。ヌクレオ
シドよりの hypochromicity は 25%で， poly(A) に比べて著しく小い。 pH 7 以下で吸光度の急激
な減少を生じる。 pH 6.3では入 max は変化しないが， hypochromicity は40% となる D このとき
CD スペクトルは Fig.9 のようになる。 pH 7.0では AaDP とよく似た CD スペクトルを示し， この
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Fig. 9 a CD spectra of poly (Aa) taken at 200 (一一一)， 460 (ーーー)
and 660 (- ・・・ー).
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Fig. 9-b CD spectra of AaDP and poly (Aa) , --poly (Aa) at pH 7.0 
ー-- poly (Aa) at pH 5.7, ー・ー・- AaDP at pH 7. O. 
条件でな random coi 1 ;[犬と思われるが， pH が弱酸性になると特異な CD スペクトルを示し， この
とき，何らかの ordered structure をとっているものと思われる。 これは温度の上昇に従って崩壊し，
この ordered structure の Tm 値と log 10 [Na+] もとの AaDP に{以た CD スペクトルにもどる。
の関係は Fig 10のようになり， Na イオン濃度はこの ordered structure の熱的安定性に対して大き
な影響を与えないことが判る。 以上のことから弱酸性における poly (Aa) の ordered structure は
poly (A) における塩基部にプロトネートしたいわゆる“acid form" ではなく， 2 '位アミノ基が
プロトネー卜することにより stack が強化されたことによるものであると考えられる。 このよう
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Fig.l0. Dependence of Tm of poly (Aa) on Na+comcentration 
な 2 ノ NH2 は電気陰性度が水酸基と大きく異るために，分子全体が大きく異った構造をとるようになる。
この様に 2 '位の置換基の電気陰性度はポリヌクレオチドの confor mationに重大な影響のあることが
判った。
第 3 章 ポリ( 2 I ーハロゲノー 2 I ーデオキシプリンヌクレオチド)の合成と性質
第 1 章，第 2 章において，大きさが水酸素と類似しているアミノ基を有する poly(Aa) は， self 
ordered structure 形成において， poly (A) と全く異った性質を示し，より電気陰性度の近いアジ
ド基を有する poly(Az) が， poly(A) と似た性質を示すことが判った。そこで Brく Cl<F の順で電
気陰性度が増し，大きさが減少するハロゲン類を 2 I 位に導入したポリヌクレオチドについて調べた。
最近池原らによって， 2'- ハロゲノー 2'-デオキシアデノシンの合成法がが開発されてぺこのものを
AzDP と同様にしてジリン酸化して AxDP をえることができるようになった。又， AxMP を de-
amination してジリン酸化することにより IxDP を得た。これらを polynucleotide phosphory lase 
を用いて重合させ，分離精製し， poly(Af) , poly(Ac 1) , poly(Abr) , poly( If), poly(Ic 1) をえた。
poly(A) アナログの poly(Af)， poly(Acl) ， poly(Abr) の三者は， UV , CD スベクトルともに poly(A)
によく{以ている。これらの UV スペクトルの入 max における， hypochromiëity は， 0.15 M Na イ
オン濃度， pH 7.0, 250C で Table 1 のようになり Af 孟 Acl > Ahr となる。
又， CD スペクトルは Fig.llのように正負の Cotton 効果の amplitude がやはり Af> Acl > Abr の
順で減少する。これらの結果より，置換基の電気陰性度が大きくなり，その大きさが小さくなるほど，
塩基聞の stacking が強くなることが判った。次に poly(Ax) と poly(U) との complex 形式について
? ?? ??
Table 1 
(a) polymer (b) monomer hypochromicity( %) 
A ~ 10000 ~ 15400 35 
Af 9700 14300 32 
Acl 10500 15400 32 
Abr 10700 15000 29 
(9)・104
Fig.ll. spectra of poly(A f), poly(A and poly(Abr). poly(Af)一一，
poly(Acl) -ーーー， poly (Abr) ー -ー.
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Fig.12. a Mixing curves of poly(Af) with poly (U) in the presence 
of 0.04 M Na Cacodylate (pH 7.0) at 25。
At 250nm x-x-x, 255nm ・-・-・， 260 nm 0 -0 -0 . 
調べた。これら三者と poly(U) とを 0.04 M Na イオン存在下 pH 7.0で mixing を行い， 30分後に
UV スペクトルを測定すると 1 : 1 の complex 形成がみとめられた。又， 0.15 M Na イオン存在下
に mixing して overnight 後にUV スペクトルを測定すると，いずれも poly (Ax): poly (U)=l : 
2 complex が形成していることが判った。 Fig12は， poly (Af) の例である。これら complexの Tm
値は Table n のようになった。このようにいずれの場合にも complex の熱的安定性は Af-U> Acl-
? ??っ“
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Fig.12-b Mixing curves of poly (Af) with poly (U) measured 
at 250 in the presence of 0.10 M NaCl and 0.05 M 
Na Cacodylate (pH 7.0). 
At 250 nm x-x-x, 255 nm ・-・-・， 260 nm 0 -0 -0 . 
Table I 
A-U 0.04 M [Na+J 30min. 0.15 M[Na+J1day 
A-U 51 (2 • 1 ) 62 ( 3 • 1 ) 
Af-U 49 ( 2 • 1 ) 64 ( 3 • 1 ) 
Acl-U 46 ( 2 • 1 ) 56 ( 3 • 1 ) 
Abr-U 45 ( 2 • 1 ) 53 ( 3 • 1 ) 
U>Abr-U となり， 2 I 置換基の大きさが大きくなり，電気陰性度が減少するほど熱的安定性の減少
がみられる。これは， poly (Ax) の comformation がハロゲンが大きくなるに従って complex 形成
に不利になる傾向があるためと思われる。
poly (If), poly (lcl) の 0.15 M Na イオン濃度， pH 7.0 , 200C における UV スペクトルは Fig.13
のようになる。いずれも poly (1) に類似のスペクトルを示す。このとき CD スベクトルはFig. 140)よ
うになり， poly (If)では poly (I)とは全く異なった特徴的な CD スペクトルを示す。この条件下，
poly (If)は何らかの ordered structure を形成しているものと思われる。これは温度の上昇に従つ
って崩壊し， Tm である 270C をこえると CD スペクトルは逆転し， poly (1)がrandom coil 状にあ
るときの CD スペクトルと似たパターンを示している。 一方 poly ( Icl )は同じ条件下で random
coil 状態にあると思われる CD スペクトルを示し， poly (lc 1) は poly (If)にみられる様な ordered
structure は形成しないことがわかる。又， poly (If), poly (l cl) は poly(C) と中性条件下 1 :. 1 
の complex を形成する。これら comp.l ex の熱的安定性を Na イオンを変化させて調べた結果が Fig.
14(c).(d) である。両者ともに Tm 値と log 10 [Na+J の聞に直線関係が成立する。 poly (If)・ poly
(C) は poly (1) . poly (C) complex に比べ，いずれの Na イオン濃度においても， Tm 値が14~20oC
高いが， poly (lc 1) ・ poly (C) では，ほとんど同じである。
前述の poly (Ax) の場合と同様 poly (1x) においても， 2 I 置換基の電気陰性度が大きくなり，その
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の大きさが減少する程， self-ordered structure を形成しやすく，又， poly (C) との complex
の熱的安定性も高いことがわかる。
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第 4 章 ポリ 2 I 置換ヌクレオチドの生物活性
1 )インターフェロン誘導活性
インターフェロンは細胞がある特定の物質( in terferon inducer) の誘発をうけて作り出す分子量
2-3 万程度の糖タンパク質で細胞にウイルス抵抗性等の生理作用をおこさせる作用がある。二本鎖
RNA は inducer として重要なもので，特に poly(I) ・ poly(C) complex は高い活性を有することが知
られている D 今回前章までに合成した poly (Az) , poly (Iz) , poly (If) poly (Af)について interferon
誘発活性を調べた。 Table 1lI, N に結果を示す。 poly (Az) を含む complex はほとんど活性を示さ
ない D しかし， p仰01片y (何Iz幻) . p卯01匂y (C) ~はま h加lU叩III町凶
てしい亙る o poly (Af) を含む complex は活性は示すが poly (A) を含む complex より値は小さい。一方
poly (I), poly (C) は， rabbit と human の系で poly (I), poly (C) とほとんど同じ活性を示し
mouse 系ではむしろ高い値を示している。この結果は， interferon 誘発活性には 2 I 位水酸基が必
須であるとした従来の定説には一致せず， interferon 誘発には二本鎖 RNA 分子全体の構造が重要で
あると思われる。
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Table 皿
Interferon inducing activity of various 2 I -azido analogues of (A) n-(U) n and (1) n-( C) n 
System 
Primary rabbit kidney cells 
“ superinduced" wi th cycloheximide 
and actinomycin D 
Human skin fibroblast cells 
“ p rimed" with interferon and 
“ superinduced" wi th cycloheximide 
and actinomycin D 
L-929 cell ‘ primed' with 
interferon 
Intact rabbits 
polynucleotide 
(A) n-(U)n 
(A)n-(rT)n 
(A)n-( Uz)n 
(Az)il-(U) n 
(Az)n-(rT) n 
(Az)n-(Uz) n 
(I)n-( C) n 
(I)n-(brSC) 
(lz)n-( C)p 
(lz)n-(brSC) n 
(I)n-( Cz) 
(I)n-(C)n 
(I) n-(brC) n 
(lz)n-(C)n 
(Iz)n-(brC)n 
(1) n-(C) n 
(I)n-(brC)n 
(lz)n-( C)n 
(Iz)n-(brC)n 
(I)n-(C)n 
(I)n-(brC) n 
(lz)n-(C)n 
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interferon t i ter. 
O. 1μg/m l. 1 f.1,g/m 1. 10 兵Lg"m l.
loglo (units/ml) 
2.9 
3.4 
く1. 0
く1. 0
く1. 0
く1. 0
3.8 
3.9 
3.3 
く1. 0
く1. 0
3.0 3. 7 3.9 
3.5 3.9 4.2 
3.0 3. 7 4.1 
< 1.3 く1. 3 く1. 3
1.5 2.3 2.3 
1.5 1.8 2.0 
く 0.5 0.8 1.0 
く 0.5 く 0.5 く 0.5
3.8 4. 7 
3.5 4. 7 
く1. 0 1.7 
Table N 
Interferferon inducing activity of poly (dIf)-derived complexes in different systems 
Interferon titer(Iog 10 units/mI) obtained at polynucleotide 
Polynucleotide concentration of 
O. 1μg/ml. 1μg/ml. 10μg/ml. 
1. Primary rabbi t kidney cells “ suqerinduced" with cyclohexamide and actinomycin D. 
poly( I)ー poly(C) 2.5 3.8 4.2 
poly(I)ー poly(brSC) 2.2 2.2 3.0 
poly( If) -po!y( C) 3.9 4.1 4.3 
poly(I)ー poly(brSC) 2. 7 3.0 3.5 
poly(A) -poly( U) 1.7 
poly( A) -poly( rT) 3.5 
poly( A) -poly( brSU) 
poly(Af) ー poly(U) く1. 0
poly( Af) ー poly(rt) く1. 0
poly( Af) ー poly(brSU)
3.2 3.4 
4.2 3.9 
く1. 0
く1. 0 く1. 0
く1. 0 1.1 
く1. 0
2. Human skin fibloblast cells “ primed with interferon and superinduced" with cyclohexamide 
and Actinomycin D. 
poly(I)ー poly(C) 
poly( 1) ー poly(brSC)
poly( If) -poly( C) 
poly( If)ー poly(brSC)
poly( A) -poly( U) 
poly( A) -poly( rT) 
poly(A) ー poly(brSU)
poly( Af) ー poly(U)
poly(Af) ー poly(rT)
poly( Af) ー poly(brSU)
4.1 
4.3 
4. 1 
3.8 
4.1 
4.1 
1.9 
く1. 0
4.1 
4.1 
4.2 
3.4 
4.3 
4.1 
2.9 
2.5 
3. Mouse L-929 cells pretreated with DEAE-dextran 
pol y(I)-pol y( C) 2.11 3.65 
poly( I)ー poly(brSC) く 0.5 2.29 
poly( If) -poly( C) く 0.5 く 0.5
poly( If)ー poly(brS C) く 0.5 く 0.5
4. Mouse L-929 cells primed with interferon 1.67 
poly( 1) ー poly(C) 1. 67 
poly( I)ー poly(brSC) 1. 03 
poly( If) -poly( C) 2.00 
poly( If) -poly( brs C) く 0.5
5. Intact rabbi ts 
poly( I)ー poly(C) at 1 h. 2.2 
at 2 h. 4.5 
at 4 h. 3.3 
at 7 h. 2.2 
poly( If)ー poly(C) at 1 h. く1. 0
at 2 h. 3.5 
at 4 h. 3.0 
at 7 h. 2.2 
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4.1 
4.1 
4.3 
3.5 
4.2 
4.0 
く1. 0
2.9 
2.0 
く1. 0
3.68 
3.66 
く 0.5
く 0.5
3.68 
1. 32 
2.36 
く 0.5
2.5 
4. 7 
3.3 
1.8 
1.7 
3. 7 
2.9 
2.2 
リバーストランスクリプターゼに対・する j舌'性
RNA を template にして，RNA 腫蕩ウイルスの gene を合成する reverse transcriptase は，
dNTP を付加重合する酵素8) である。oligonuclcotide primer に
murine leukemia virus の reverse trauscriptase に対す今回poly (Az) , poly (Af) について，
る活性を調べた。 Fig.15が template primer 非存在下の結果で， poly (Af) ，は， [3H]_ dTMP のと
10 
ご
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Effect of poly( Az) , poly( Af) on 乱1uLV reverse trans cri ptase i n the 
absence of poly(A). oligo(dT) as template-primer 
100 10 
Fig.15. 
りこみを促進している。 Fig.16では， primer 存在下での template 作用を調べているが， poly(Af) 
より高い template 活性を有しているが poly (Az) は template 活性がみとめられない。は poly(A)
が顕著Fig.17では， template primer 存在下での inhibition 効果を調べた結果である。 poly(Az)
は reverse transcrptase に高い
一方， poly(Az) は阻害作用を有している。
-252-
な阻害作用を有しているのがわかる。このように poly (Af) 
template 活性を有し，
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Fig. 16. Effect of pol y( Az) and poly (Af) on MuL V reverse 
transcriptase in the presence of oligo(dT) as primer 
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as template-primer 
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では， poly(Az) が uvpoly(Iz) イノシンの 2 '位をアジドで置換した poly(Az) ，アデノシン，
CD スペクトル，及び poly(U) との complex の熱的安定性が poly (A)とよく似て
いるのに対して， poly(I z) は po lY(I)における self-ordered structure をとり難く， poly(C) 
との complex の熱的安定性は， pol( I)・ poly( C) と， poly(dI)・ poly( C) の中間に位置している。
ス/てクトル，
2 '位にアミノ基を導入した poly (Aa) は，弱酸性において， poly(A) では観察されなかった
2'- ァミノ基のプロトネーションにより，塩基
A斗
A
? ?ワ臼
これは，self-ordered structure を形成する。
聞の stacking が強化されたものと思われる。中性条件では stacking の程度は poly(A) より小く，プ
ロトネートされない状態での 2'- アミノ基は stacking を妨げる。
3 )アデノシンの 2 '位にハロゲンを導入した poly( Af) ‘ poly(Ac l), poly(Abr) では，ハロゲンの電
気陰性度の増大，たきさの減少に伴ってself- structure の stacking の強化， poly(U) との complex
の熱的安定性の増大が観察された。
4 )イノシンの γ位にハロゲンを導入した poly( If)， poly(Icl) では， poly(If)が特異な self-ordered
structure を形成し，又 pol ，.(C) と非常に安定な complex を形成するのに対し， poly(Ic 1) では，
そのような self-ordered structure は形成せず， poly(C) との complex の安定性は， poly(I). 
poly( C) とほとんど同じである。
5) poly(Iz) ・ poly(C) , poly(If). poly( C) では， poly(I) ・ poly( C) と同じ程度，又はそれ以上の
interferon 誘導活性を有している。これは 2 〆置換ポリヌクレオチドとしてははじめての例であり，
従来の説を訂正した。
又， poly(Af) は poly(A) より高い RNA 腫蕩ウィルスの reverse transcriptase の template 活
性をもっていることが判った。
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論文の審査結果の要旨
当教室に於て開発された新合成法による， 2'-N3 , NH2 , F , CI , Br 置換， 2 'ーデオキシアデ
ノシン及びイノシンより夫々， 5' -DP 体に導き，これを poly ucleotide phosphorylase によっ
て重合することによって，に対応するポリヌクレオチドを合成した。 poly(Az) ， poly (Iz) に於て
は前行が坪々 poly(A) と類似した物性を有するのに反し，後者では特にpoly(Iz) . poly (C) がpoly(I)
poly( C) より低い Tm 値をノjミした。更にpoly( Aa) に於ては， 2' 位の NH2 基と燐酸の間に特種の安定
化要因のあることを発見した。 又 ， poly(Af) , poly(Ac l), poly(Abr )聞に於ては導入原子の大きさ
及び電気陰性度の順にポリマー構造の熱的安宅性が低下することが判明した。これらの中 poly(Iz) . 
poly( C) 及び、poly(lf) . poly(C) には強いインターフェロン誘導活性のあることが見出され，従来の定
説をくつがえした。以上の結果は博士号請求に価するものと考える。
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